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上記のような処理を行うには, 一般的に数 10 kV/cm程度の高電界が必要である
[10]。多くの場合, 図 1.3のような電極間距離が 10 mm以上のリアクタが採用され
ているため, 電極間距離に応じて, 数 10 kV程度の高電圧が必要となる [9]。そこで
我々は、上記の代謝制御を電極間隔が数 100 mのマイクロギャップリアクタ内で





図 1.1: パルス電界処理時におけるHeLa細胞の増殖曲線 [7]
図 1.2: nsPEFsに応じた膜透過性の経時変化（左：処理前、右：処理後）[8]
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図 1.4: 液体導電率の変化による殺菌効果 [10]
図 1.5: パルス電界処理と加温処理の相乗効果 [12]
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図 1.6: パルス電界処理とオゾン添加の相乗効果 [13]
図 1.7: スパイラルワイヤー電極 [14]
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が誘導される。図 1.9(a)及び (b)は、それぞれナノパルス電界 (12.5 kV/cm, 100 ns,
100回)を印加したHeLa細胞の顕微鏡写真、及びアポトーシス特有のDNA 断片









































図 1.9: ナノパルス電界処理によるアポトーシスの誘導 [17]
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図 1.10: ナノパルス電界処理によるメラノーマの不活化 [18]
図 1.11: PEF処理によるHCCLM3細胞の死滅化 [20]
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れた。処理条件を最適化するために、電界強度 (10-50 kV/cm)、脈拍時間 (2-10 s)








図 1.13: トレハロース濃度減少の電界依存性 [21]
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図 1.14: トレハロース濃度減少のパルス幅依存性 [21]
























図 1.16: 増幅されたDNAのアガロースゲル電気泳動結果 [22]
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図 1.17: 酸化ストレス原因遺伝子のゲル電気泳動結果 [22]
図 1.18: BSO処理酵母の生存率のパルス電界依存性 [22]
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1.2.5 パルス電界を用いた酵母の発酵活性
本節では、パルス電界で処理したワイン酵母（S. cerevisiae Actiore F33）の
バッチ発酵プロセスについて説明する。PEF処理は電界E = 100及び 6000 V/cm







られる物理量である。E = 6000 V/cmのサンプルで、質量損失が高くなっており、
Brix値はほぼ E = 100V/cm、6000 V/cmともに未処理より顕著に速い減少を示
した。図 1.20は対数期の酵母培養懸濁液のUV吸収スペクトルを示している。E
= 100V/cm及び 6000 V/cmでUV吸収スペクトルが上昇しており、酵母の成長が
PEF処理で速まったことが示唆される。図 1.21は発酵過程間のタンパク質 [P]濃
度の時間依存性を表している。[P]の値は未処理又はE =100 V/cmのサンプルで




れた菌液を用いたサンプルのフルクトース消費は未処理より E =100 V/cm時に






図 1.19: 発酵プロセス間の相対的な重量及びBrix値 [23]
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図 1.20: 酵母培養懸濁液のUV吸収スペクトル [23]
図 1.21: 発酵プロセスにおけるのタンパク質 [P]濃度の時間依存性 [23]
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Vm = fRE cos  (2.1)
ただし、R：球形の細胞半径、E：外部電界強度、 ：電気力線方向と細胞の中心




















































平均電界強度は 100 kV/mである。図 2.6(b)はその際の細胞各部位での電界強度
の周波数依存性を示したものである [25]。表 2.2に電界計算で用いた電界印加条件




























印加電圧 (振幅) 2 V
細胞直径 10 m
核の直径 7 m
懸濁液 r=80, =1.38 S/m
細胞膜 厚さ=30 nm, r=24, =3.710 5S/m
核膜 厚さ=40 nm, r=41, =3.010 3S/m
細胞質 r=60, =0.48 S/m







































Electrical resistivity of distilled water： 5103
m
Relative permittivity of distilled water：r 80.4




























iout = iC + iR (3.5)
また，出力電圧 voutは式 (3.6)で与えられる。

























ここで、vout が最大値の 10％ から 90％に達する時間をパルス電圧の立ち上が
り時間と定義する。立ち上がり時間を導出するためには、vout がピーク電圧値に





 t sin t = 0
と表される。Vinは必ず値を持つため、この式を変形すると
sin t = 0
t = n









tr : r = tmax : 






























高速な立ち上がりを実現するためには電極板面積 S を小さく、電極間距離 d を
広げて静電容量を小さくする必要がある。さらには、配線インダクタンス Lw を
低減して高速化をする必要がある。また、目標値である 10  20nsの立ち上がり
時間を実現するためには、マイクロギャップリアクタの静電容量を 1 nF以下にす
る必要がある。
パルス電界処理を行うためには 10 20 kV/cm程度の電界強度が必要であり、使
用しているMOSFETの耐圧仕様が 600 Vであることから、電極間距離は 200m
とした。また、実際に加工することを考慮して電極板のサイズは 1 cm1 cmとし









Electrode plate area : S 1 cm1 cm
Distance between electrode plates : d 200m
Capacitance : CL 354 pF














パラメータ 種類 メーカー 型番 仕様
Vin 直流電流 菊水 PAS320-1 320 V, 1 A
S1; S2 MOSFET 東芝 TK12A60U 600 V, 12A
D SiC-SBD inncon SDP06S60 600 V, 6 A
r 放電用抵抗 - - 6 
 (22 
, 2 W, 4並列)
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S1 がON、S2 がOFFの状態で、マイクロギャップリアクタのCL に充電電流が
流れ、リアクタを高速充電する (Mode 1)。その後、両スイッチのON 時間が重な
らないように、S1と S2 が共にOFF の状態に移行する (Mode 2)。この時、マイ
クロギャップリアクタ内部の等価並列抵抗RLによって、CL に充電されたエネル
ギーが消費されるが、マイクロギャップリアクタの時定数 Lが L = RLCL = 4:6s
程度であるため、100 ns 程度のパルス幅での電圧低下は無視できる。そして、CL
に蓄えられた電荷を完全に放電させるために，S2 をON させて，放電用抵抗 r で









100 sのパルス (以降マイクロパルス)の電圧波形を図 3.10に示す。同様に 500 ns
のパルス (以降サブマイクロパルス)を図 3.11に示し、80 nsのパルス (同ナノパル
ス)を図 3.12に示す。各パルスの電圧振幅は 200 Vに設定した。リアクタの電極








クトルを導出した (図 3.13参照)。図 3.13より、マイクロパルス、サブマイクロパ
ルス、ナノパルスの順にパルスの周波数成分が高くなっている。
表 3.4: パルス条件
Micro pulse Submicro pulse Nano pulse
Voltage swing 200Vpp 200Vpp 200Vpp
Frequency 100 Hz 20 kHz 20 kHz
Pulse width 100s 500 ns 80 ns
Energy / pulse 2.56 mJ/pulse 6.47 J/pulse 3.20 J/pulse
Energy / unit time 0.256 J/s 0.129 J/s 0.0640 J/s













































































胞数を導出する。YPDA培地粉末 5 ｇを 100 mｌ蒸留水に溶解し、121℃、15分
で高圧蒸気滅菌することで YPDA培地を作成する。さらに、WST試薬キットに
含まれているWST solution と Electro mediator reagentを滅菌水で 8倍に希釈し
たものを 9:1混合し、WST試薬調製を行う。次に、濃度 106～102 CFU/ml酵母懸
濁原液を準備し、96ウェルプレートにYPDA培地 170 ｌ、段階希釈溶液 20μ
ｌ、サンプル懸濁液 20 ｌ、WST試薬 10 ｌを分注する。そして、マイクロプ


























の滞在時間を算出する。リアクタの容量 V は V = 1 1 0:02 = 0:02 mlである。
単位時間あたりの流量は F = 420 3600 = 0:12 ml/sである。よって、懸濁液の
リアクタ内の滞留時間 tは t = V  F = 0:17 sである。これに単位時間あたりの
パルスエネルギーを乗算することによって、懸濁液がリアクタを通過する間に得
るエネルギーQ [J]が求まる。懸濁液の比熱を水の比熱 Cw = 4:184 J/gKである
とし、ジュール熱による温度変化量をT [K]とすると、Qは式 (4.1)によって表
される。




Joule heat [J] T [K]
Micro pulse 0.044 0.52
Submicro pulse 0.022 0.26




























菌体の染色には LIVE/DEAD R染色キット (L13152，Invitrogen)を用いた。本










液から 960 lずつサンプリングした。それに、滅菌精製水に溶解した SYTO R9及












Exposure time 1/1.5 [s]
gain 1
RGB balance 1:1:1








Total cells R:60-255, G:60-255, B:0-255





素で 0～127、128～255の範囲で 2つに分割される。RGBのそれぞれ 3要素の組
み合わせにより、2  2  2で 8色による色分布がなされている。 今回、蛍光分
布で識別された色は赤（R:60-255, G:60-255, B:0-255）、黄（R:60-255, G:60-255,













































































































































































































する。菌濃度は 1 106 CFU/mlである。ここで、次の処理に移る前に、遠心分離
による菌の濃縮を行い、上澄み液を廃棄する操作を行った。ペレット状に残った
Á酵素による細胞壁溶解
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(1)pHが 7.4の 0.1 M EDTA溶液 (200 ml)の作成
ビーカーにMiliQ水を 100 mlとり, 滅菌済みの磁子を入れスターラーの上に置く。
EDTAを約 3.6 g入れる (EDTAは溶けない)。校正した pH計をビーカーに入れる。
このとき, EDTAは強酸性なので, pHが 4程度になる。5 M NaOHを少しずつ入
れ, 目的の pHに近づける。EDTAは pHが 7に近づくと溶け出す。EDTAが溶け
ると, pHが低くなる。NaOHを随時入れながら, EDTAが完全に溶解させる。pH
調整を終えた後, MiliQ水で 200 mlにする。
(2)(1)に 1 Mソルビトールを 38 g入れる。








Lyticase試薬の入った小ビンに 500 lのTE Buer液を入れる。攪拌した後, 50 l
ずつ 10本のチューブに分注し, 冷凍保存。実験の際は, 1本ずつ解凍し, 1サンプル
につき 12 lずつ使用する。
2. 酵母の細胞壁溶解
(1)Buer Y1 100 lに対して 0.1% -ME(0.1 l)と lyticase(12 l)を添加する。
(Buer Y1 1 mlに -ME1 lを入れ, サンプル数100 l 分使う。)インキュベー
タを 30℃に設定。
(2)用意した酵母サンプル懸濁液を 1000g(3000gまでは ok)で 5分間遠心分
離してペレットを形成。ペレット以外を注意深く吸引し, 廃液。




・Buer RLTの作成：Buer RLT 1.5 ml(チューブぎりぎり)に -MEを 15 lを
添加。(←毎回行う)
・Buer RPEの作成：Buer RPE 11 mlに 44 mlの 100%エタノールを添加。(←
最初の一回だけ)
(5)インキュベート後の (4)に 350 lのBuer RLTを添加し, ボルテックス。
(6)(5)に 100%RQエタノールを 250 l添加し, ピペットでよく混和する。
(7)(6)から 700 l取り, 2 mlのコレクションチューブにセッティングしたカラム
にアプライする。蓋を閉めて, 8000g以上で 15秒間遠心し, ろ液を捨てる。
(8)700 lのBuer RW1をカラムに添加する。蓋を閉めて, 8000g以上で 15秒
間遠心し, ろ液を捨てる。
(9)500 lのBuer RPEを添加する。蓋を閉めて, 8000g以上で 15秒間遠心し,
ろ液を捨てる。
(10)500 lの Buer RPEを添加する。蓋を閉めて, 8000g以上で 15秒間遠心
し, ろ液を捨て, 8000g以上で 2分間遠心する。
(11)スピンカラムを 1.5 mlコレクションチューブにセットする。RNase free水
30 lをカラムに添加する。蓋を閉めて, 8000g以上で 1分間遠心し, RNAを溶出
する。













(1)単位 gあたりのmRNAサンプルに対し, 10Buer 2.5 l, DNase 1 lを加




(2)25 lの DNase処理サンプルに対して, 10%SDS 5 l, ProtenaseK 1 l及び
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MiliQ RQ 19 lを加えて 37℃で 30分間インキュベート。
(3)5 M NaClを 5 l加える。フェノール 25 l及びクロロホルム 25 lを加える
(フェノクロ抽出)。
(4)ボルテックスし, 15000 rpmで 10分間遠心。3層に分かれるので, 一番上の
水層を慎重に採り, 新しいチューブに移す。
(5)再びクロロホルムを25 l加え, 15000 rpmで5分間遠心。水層を新しいチュー
ブに移す (フェノールのキャリーオーバーをなくすため)。
(6)1 l/20 gのグリコーゲンを 1 l加える (微量のRNAを沈殿させるため)。




(2)ペレット以外を慎重に取り出し, 2.5倍量以上 (200 l) の 70% RQエタノー
ルを加える。
(3)15000 rpmで 5分間遠心して, 再びペレット以外を慎重に取り出す。
(4)デシケーターで約 10分間乾燥させる。
5. RT(逆転写反応)
(1)乾燥したサンプル 1種類につき, Oligo dT Primer 1 l, 10 mM dNTP 1 l及
びMiliQ水 2 lを混ぜる。
(2)(1)を PCRチューブへ移し, PCR装置で 65℃ 5分間インキュベートした後,
氷上で 1分間以上静置。
(3)(2)の 1サンプルにつき, 5Buer 4 l, 50 mM MgCl2 2 l, 0.1 M DTT 2 l,
Super Script III 1 l及びMiliQ水 1 lを加える。
(4)攪拌して, PCR装置で 50℃で 50分間→ 85℃で 5分間→ 15℃で∞
(5)RNaseH水を 1 lを加え, 37℃で 30分間インキュベート。
(6)TE Buerを 180 l加える。
(7)-20℃で保存。
6. PCR
(1)PCRチューブに下記を調整 (10 lの系 5本分)。PCRチューブで試薬の調整
を行い, その後分注する。
taq 0.25 l, 10×Buer 5 l, dNTP 4 l, Template 1 l, Primer(F及びR) 各 1 l
及びMiliQ水で 50 lになるように調整
(2)PCR装置の設定 (Tmが 60℃でサイクル数が 28サイクルの場合)
92℃で 2分 (プレヒーティング)→ 92℃で 20秒→ 60℃で 20秒→ 72℃で 1分 30
秒 (これで 1サイクル)





















遠心分離機 Himac CF15R HITACHI
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